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井上隆夫：炉紙電気泳動法による植物中のカフェイソ
およびテナブロミンの定量
Takao　Inoue：Determination　of　Caffeine　and　Theobromine　in
　　　　　　　　　Plants　by　Paper　Ionophoresis．
　　　Determlnation　of　caffeine　and　theobromine　in　plants　was　studied　by　paper
ionophoresis．　Migration　was　carried　out　at　500V　for　five　hours　using　borate　buffer
solution　with　pH　9．5，　as　best　separation　of　them　was　effected　at　pH9～11　in
previous　work、　In　paper　ionophoresis　of　the　aqueous　extracts　of　tea　leaves，　cacao
beans，　coffee　beans，　guarana　and　cola　nuts，　it　was　found　that　caffeine　and　theo・
bromine　migrated　sgparately　towards　the　cathodic　side，　while　other　components
in　the　sque卯s　extract　towards　the　anodic　side（Fig．1）．　After　isolation　o壬caffeine
and　theobromine　with　hot　water　froln　their　spots　on　the　filter　paper，　they　were
determined　spectrophotometrically　by　absorbancy　at　273　mμ（Table　H）．
　カフェインおよびテオブロミンの定量については，キールダール法D，重量法田，紫外線スペクトル法3）など多
数の方法が知られている．Kogan，　DiCarlo4）はコーヒー中のカフェインおよびトリゴネリンを㌍紙クロマトグ
ラフィーで分離し，また，Englls，　Wiles5）はカカオよりセライトのカラムを用いてテオブロミンを分離し，いず
れも紫外線スペクトルで定量した．Mich1，　Haberlerス）は多数の植物について種々のプリン塩基を抽出し炉紙クロ
マトグラフィーならびに炉紙電気泳動を用いて分離定量を試みた．
　著者りはさきに数種のキサンチン塩基の分離に㌍紙電気泳動を用いて好結果を得たので，今回は本法をカフェイ
ンおよびテオブロミン含有生薬に応用した．すなわち，pH　9．5の棚酸塩緩衝液でこれら生薬の水浸液を炉紙に点
じて泳動させた結果，Fig．1に見るごとくカフェインおよびテオブロミンは陰極に移動し，テオフィリン，タンニ
ン，フラボノイドなど紫外線で呈色する他の成分はすべて陽極に移動することを認めた．塩基の存在部分を水で
抽出し紫外線スペクトルを調べたところ，まったくカフェインおよびテオブロミンのそれと一致しかつ回収率は
97％以上を示したので，273mμにおける吸光度より両者を定量することができた．従来の方法は定量前に種々の
精製操作を行っているが，炉紙電気泳動ではなんらこのような前処理を必要とせず，生薬の水浸液を直接炉紙に
用いることができ操作はさらに簡易化された．
実
?
の 部
　L　炉紙電気泳動法　　泳動液にはSφrensenの処方によるpH　9．5の棚砂緩衝液を調製し，　これを蒸溜水で
倍に希釈する．東洋炉紙No・50（2×40cm）の中心に検液を点じ，原点付近を除いた部分を緩衝液で潤おし原点
は周囲より毛管現象で液を浸み込ませる．両電解槽には緩衝液をおのおの200ccあて入れ「東洋炉紙電気泳動装置
℃号」（Fig　2）を用いて500V定電圧で5時間泳動させる．
1）Assoc．　Offic．　Agr．　Chemists《℃ffical　Methods　of　Analysis”，7th　ed．　p．224（1950）．
2）R．V．　Wadsworth：Analyst　46，32（1921）．）））））???N．H．　Ishler，　T．　P．　Finucane，　E．　Borker：Anal．　Chem．20．1162（1948）．
LKogan，　F．エDiCarlo，　W．　E．　Maynard　l　AnaL　Chem．25，1118（1953）．
D．T．　Englis，　J．　W．　Miles：Ana1、　Chem．26，1214（1954）．
H．Michl，　F．　Haberler：Monatsh．　Chem．85，779（1954）．
刈米，井上：薬誌76，747（1956）．
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　カフェインおよびテオブロミンの炉紙上の検出はすでに報告した装置8）を用いて250～270mμの遠紫外線照射に
よって行った．両者とも5γの塩基でも検出可能であるが，あまり少量では測定誤差が大きくなるので50～80γ程
度の塩基を炉紙に点ずるのが適当である。また，炉紙自身にも紫外線を吸収する不純物を微量含んでいるため定
量に際しては検液を点じない炉紙も同時に泳動させる。通常定量用として同一試料について3～5本，盲検用とし
て2～3本を用い平均値をとって両者の差を測定値とするのが望ましい．
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pH　9．5　Borate　Buffer，　500V．，　0．8mA／cm，　5hr。
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A：Filter　paper　B：Buffer　solution　C：Corb皿electrode
D：Flame　to　hold　the　filter　paper　　E：Glass　plate
　Fig．2　Apparatus　of　Paper　Ionophoresis
　2・回収率について　　カフェインおよびテオブロミン各201ngを同一のメスフラスコにとり水を加えて10cc
とし，この検液を炉紙クロマト用メスピペットを用いて3本の炉紙に0．04ccあて（カフェインおよびテオブロミ
ン各80γに相当）・他の3本の炉紙に0・025ccあて（各50γに相当）点ずる．別に盲検用炉紙2本を用意して前述
の条件で炉紙電気泳動を行った．泳動が終れば炉紙を風乾し遠紫外線でカフェインおよびテオブロミンのスポッ
トを検出，スポットの上下5～7mmの余分を残して㌍紙を切取る．盲検用の炉紙もカフェインおよびテオブロミ
ンに相当する部分をそれぞれ上と同一面積切取る、ついで炉紙片を試験管に入れ水5ccで2回50°で30分あて抽
出する．この際，蒸発によってわずかに水分が失われるから，抽出前にあらかじめ全重量を秤っておき加温前後
の重量変化から蒸発分を追加する．
8）　刈米，井上：薬誌　74，301（ユ954）
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Table　I．　Assay　of　Mixture　of　Caffeine　and　Theobromine
No．
1
2
3
4
5
6
Sample　（γ） 1，Rec°ve「ed％
Caffeine
Theobromine
80
〃
Caffeine
Theobromine
80
〃
Caffeine
Theobromine
80
〃
Caffeine
Theobromine
50
〃
Caffeine
Theobromine
50
〃
Caffeine
Theobromine
50
〃
78．9
79．6
98．6
99．5
78．6
78．5
98．2
98．1
77．9
78．0
97．4
97．5
48．4
48．5
96．8
97．0
49．5
49．3
99．0
98．6
48．5
49．3
97．0
98．6
両抽出液を合しよく振り混ぜた後，273mμにおける吸光度Eを測定しE髭忽＝505（ヵフェィン），　E工忽＝554
（テオブロミン）の値より両者を算出する．
　回収率はTable　I．に示したが，97～99％を示し微量定量として応用が可能である．
　3．　生薬中のカフェインおよびテオプロミンの定量　　つぎの5種類の生薬について定量を行った．
　　　（1）茶葉（η｝εσsψθ〃5ξs）　（2）カカオ豆（T％θo〃o〃2σ（海6ω）　〔3）コーヒー豆（C聯α抱bξcの
　　　（4）グワラナ（」吻π”泌α6〃ρ伽α）　（5）コラ種子（CoJααε物2’妬如）
　以上の生薬を適当な方法で粗末または中末程度に粉砕しよく乾燥した後，その1gをとり水20ccで約80°に40
分間加温する．抽出中はしばしば容器を振りまぜる．温浸に先だって容器全体の重量を測定し，冷後再び測定し
蒸発で失った水分を追加する．塩基の分量に応じてその炉液0・05～0・1ccを正確に3本の㌍紙に点ずる．別に盲
検用の炉紙3本を用意し前記方法で5時間炉紙電気泳動を行えば，Fig・1に見るようにカフェインおよびテオブ
ロミンはよく分離する．ついで回収率の場合と同様の操作を行ってカフェインおよびテオブロミンを定量する、
定量結果はTableH・に示した．カフェインについては，　A．　O．　A．　C．法1｝によって定量した値と比較したが，よ
く一致していることが認められる．なお，茶葉およびコラ種子のテオブロミンは微量のため正確な定量値は得ら
れなかった．
　　　　　　　　　　　Table　n．　Contents　of　Caffeine　and　Theobromine　in　Plants．
Method
Tea　leaves
Cacao　beans
Coffee　beans
Guarana
Cola　nuts
Caffeine（％）
監、。，es、、｛AO且
1．56
0．12
2．36
3．00
179
L57
0．18
2．41
3．11
1．76
Theobromine
　　（％）
Paper
Ionophoresis
1．05
